Купирование фторурациловой миелодепрессии у мышей путем введения криоконсервированных препаратов кордовой крови by Кудокоцева, О.В. et al.
УДК 612.649.011.87:616.15:615.9
О.В. Кудокоцева*, И.И. Ломакин, Г.А. Бабийчук
Купирование фторурациловой миелодепрессии у мышей путем
введения криоконсервированных препаратов кордовой крови
UDC 612.649.011.87:616.15:615.9
O.V. Kudokotseva*, I.I. Lomakin, G.A. Babijchuk
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 Mitigate Fluorouracil Myelodepression in Mice
Реферат: Миелодепрессия является одним из основных патологических синдромов, возникающих в результате
действия цитотоксикантов на организм человека и животных. На модели цитостатической миелодепрессии, вызванной
применением 5-фторурацила (5-ФУ) в максимально переносимой дозе (228 мг/кг), изучали влияние криоконсервированного
клеточного препарата кордовой крови (КК) на динамику восстановления костномозгового кроветворения у мышей линии
СВА. Показано, что введение 5-ФУ приводило к выраженной миелодепрессии и торможению процессов репарации
кроветворной ткани и ее отдельных ростков. Наиболее чувствительными к действию 5-ФУ оказались клетки миелоидного
и эритроидного ростков кроветворения, менее чувствительны – клетки лимфоидного ростка. Внутривенное введение
препарата КК способствовало восстановлению костномозгового кроветворения к 12-м суткам и полному купированию
токсической лейкопении на 9-е сутки эксперимента.
Ключевые слова: цитотоксиканты, фторурацил, миелодепрессия, кроветворение, кордовая кровь, криоконсервиро-
ванные ядросодержащие клетки.
Реферат: Мієлодепресія є одним із основних патологічних синдромів, який виникає в результаті дії цитотоксикантів на
організм людини і тварин. На моделі цитостатичної мієлодепресії, викликаної застосуванням 5-фторурацилу (5-ФУ) в
максимально переносимій дозі (228 мг/кг), вивчали вплив кріоконсервованого клітинного препарату кордової крові (КК) на
динаміку відновлення кістковомозкового кровотворення у мишей лінії СВА. Показано, що введення 5-ФУ призводило до
вираженої мієлодепресії й гальмування процесів репарації кровотвірної тканини та її окремих ростків. Найбільш чутливими
до дії 5-ФУ виявилися клітини мієлоїдного та еритроїдного ростків кровотворення, менш чутливими – клітини лімфоїдного
ростка. Внутрішньовенне введення препарату КК сприяло відновленню кістковомозкового кровотворення до 12-ї доби
і повному купіруванню токсичної лейкопенії на 9-у добу експерименту.
Ключові слова: цитотоксиканти, фторурацил, мієлодепресія, кровотворення, кордова кров, кріоконсервовані ядровмісні
клітини.
Abstract: Myelodepression is one of the major pathological syndromes resulting from cytotoxicant action on humans and ani-
mals. Effect of cryopreserved cord blood cell preparation (CB) on recovery dynamics of bone marrow hematopoiesis in CBA mice
was studied with the model of cytostatic myelodepression caused by the use of 5-fluorouracil (5-FU) in maximum tolerated dose (228
mg/kg). It was shown that 5-FU introduction caused an expressed myelodepression and slowered reparation of hemopoietic tissue
and its individual lineages. The most sensitive to 5-FU effect were cells of myeloid and erythroid lineages, and less sensitive appeared
to be the lymphoid cells. Intravenous administration of CB preparation contributed to bone-marrow hematopoietic regeneration to the
12th day and complete reduction of toxic leukopenia to the 9th day of the experiment.
Key words: cytotoxicants, fluorouracil, myelodepression, hemopoiesis, cord blood, cryopreserved nucleated cells.
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оригинальное исследование research article
Кроветворная система является основным
индикатором гомеостаза организма и обеспечи-
вает компенсаторно-приспособительные реакции
при воздействии какого-либо раздражителя [5, 9,
15]. Одними из главных повреждающих кроветвор-
ную систему агентов являются цитотоксиканты,
представляющие большую группу высокотоксич-
ных веществ. Эта группа включает, помимо
лекарственных препаратов (циклофосфан, 5-фтор-
урацил, азатиоприн, трометамин/кеторолак), бое-
Hematopoietic system is the main indicator of
homeostasis and provides compensatory-adaptive
responses when exposed to any stimuli [9, 19, 29].
Cytotoxicants belong to the main damaging agents of
hematopoietic system and represent a large group of
highly toxic substances. Besides the drugs (cyclophos-
phamide, 5-fluorouracil, azathioprine, tromethamine/
ketorolac), these include combat chemical agents
(mustard gas, lewisite etc.) and some industrial agents
(benzene, ethylene oxide, and trinitrotoluene etc.). Injury
вые отравляющие вещества (иприт, люизит и др.)
и некоторые промышленные агенты (бензол, эти-
леноксид, тринитротолуол и др.). Поражение этими
веществами возможно в ходе боевых действий, при
химических авариях и катастрофах, диверсионных
и террористических актах [26]. Известно, что цито-
токсиканты оказывают повреждающее действие
на здоровые, активно обновляющиеся ткани орга-
низма, в частности на кроветворную систему, тем
самым формируют цитопенический синдром и
подавляют иммунную систему, приводя к разви-
тию вторичных иммунодефицитных состояний [9,
21]. Однако химиотерапия с применением лекарст-
венных цитотоксикантов (цитостатиков) до сих пор
занимает ведущее место в схемах лечения злока-
чественных новообразований. Одним из основных
патологических синдромов, возникающих в усло-
виях цитостатической терапии, является миелодеп-
рессия, которая в значительной степени ограничи-
вает продолжительность применения большинства
известных цитостатиков [8, 9, 21]. К данной группе
препаратов относится и используемый в нашей
работе противоопухолевый фторпиримидиновый
антиметаболический цитостатик 5-фторурацил
(5-ФУ), который вызывает более глубокую и про-
должительную ингибицию костномозгового крове-
творения у мышей, чем циклофосфан – алкилирую-
щий цитостатический препарат, близкий по хими-
ческому составу к азотным аналогам иприта [5, 15].
Разработка новых средств и методов лечения
поражений цитотоксическими ядами, в том числе
и цитостатическими лекарственными препаратами,
является одной из актуальных проблем современ-
ной токсикологии и онкологии. С целью коррекции
гипо- и апластических состояний кроветворения в
процессе химиотерапии применяют производные
нуклеиновых кислот, витамины, гормоны, мононук-
леотиды, пуриновые основания, иммуномодуля-
торы, соли лития, препараты природного происхож-
дения [24, 28]. Однако указанные лекарственные
средства (зимозан, витамины группы В, элеутеро-
кокк и др.) не обладают специфической гемопоэз-
стимулирующей активностью и малоэффективны
при гипопластических состояниях костного мозга.
В настоящее время в клинической онкологической
практике для стимуляции эритропоэза применяют
рекомбинантные эритропоэтины («Эпрекс», «Ре-
кормон»), для стимуляции лейкопоэза – факторы
роста («Лейкомакс», «Нейпоген») [20, 28, 29]. Одна-
ко узкая направленность корректоров цитотоксич-
ности, наличие побочных эффектов или высокая
стоимость ограничивают их применение [8].
В литературе приведены данные о применении
биологически активных веществ из тканей живот-
ного (очищенный экстракт из селезенки телят,
with these substances is possible during hostilities, in
chemical accidents and disasters, sabotage and terrorist
acts [3]. The cytotoxicants have been known to extre-
mely affect healthy, actively renewing tissues of a body,
particularly hematopoietic system, and to form thereby
cytopenic syndrome and to suppress the immune sy-
stem, leading to the development of secondary immuno-
deficiency [28, 29]. However, chemotherapy with me-
dical cytotoxicants (cytostatic agents) has still occupied
a leading place in treatment of malignant tumors. Mye-
lodepression, greatly limiting the duration of the most
known cytostatics application is one of the main patho-
logical syndromes resulting from cytostatic therapy [28,
29, 33]. Antitumor fluoropyrimidine antimetabolite
cytostatic 5-fluorouracil (5-FU) used in our research
refers to this group of drugs. It causes more profound
and long-lasting inhibition of bone marrow hemato-
poiesis in mice than cyclophosphan, alkylating cyto-
static drug, similar in chemical composition to the
nitrogen analogs of mustard gas [9, 19].
The development of new products and methods to
treat cytotoxic poison lesions, including the cytotoxic
drugs, is one of the actual problems of current toxicolo-
gy and oncology. To correct hypo- and aplastic states
of hematopoiesis during chemotherapy one uses nucleic
acid derivatives, vitamins, hormones, mononucleotides,
purine bases, immunomodulators, lithium salts, prepara-
tions of natural origin [6, 31]. However, the mentioned
drugs (in particular, zymosan, vitamin B complex, eleu-
terococcus etc.) do not have a specific hematopoiesis-
stimulating activity and are ineffective in treating hypo-
plastic states of bone marrow. Nowadays clinical onco-
logists in their practice use recombinant erythropoietins
(Eprex, Recormon) to stimulate erythropoiesis and the
growth factors (Leukomax, Neupogen) to stimulate
the leucopoiesis [6, 7, 25]. However, a narrow targeting
of cytotoxicity correctors, the presence of side effects
or high expenditures limit their use [33].
There are the reports about the application of
biologically active substances from animal tissues
(purified extract from calf spleen, Myelopidum from
bone marrow, Vilosenum and Thymogen derived from
animal thymus, pig splenopeptides) and of plant origin
which possess hematopoiesis-stimulating activity [4,
14]. However, these products are also not universal
and their application has not an expected therapeutic
effect. In this regard, the creation and study of new
hemocorrecting agents is of great importance for
medicine and biology.
To develop new highly effective correctors of
myelodepression being the result of lesions of a body
with cytotoxic poisons the mechanisms of cytotoxicant
action on hematopoiesis should be profoundly under-
stood. Over several years, these studies have been
carried-out at the laboratory of Pathological Physiology
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миелопид из костного мозга, вилозен и тимоген из
тимуса животных, спленопептиды свиней) и расти-
тельного происхождения, обладающих гемопоэз-
стимулирующим действием [3, 10]. Однако эти
лекарственные средства также не являются уни-
версальными, а их применение не имело ожидае-
мого терапевтического эффекта. В этой связи соз-
дание и изучение новых гемокорректоров имеет
большое значение для медицины и биологии.
С целью разработки новых высокоэффективных
средств коррекции миелодепрессивных состояний
в результате поражений организма цитотоксичес-
кими ядами необходимо глубокое понимание меха-
низмов действия цитотоксикантов на процессы кро-
ветворения. Такие исследования на протяжении ряда
лет проводятся в лаборатории патологической
физиологии и экспериментальной терапии НИИ
фармакологии Томского научного центра Сибир-
ского отделения Российской академии медицин-
ских наук [5]. На примере введения цитостатичес-
ких препаратов, отличающихся механизмом
действия, сотрудниками лаборатории на различ-
ных моделях миелосупрессий показано, что разви-
тие гипоплазии кроветворной ткани и динамика
восстановления гемопоэза наряду с прямым су-
прессирующим эффектом токсических агентов на
кроветворные клетки во многом определяются ха-
рактером дизрегуляции кроветворения. Репаратив-
ные процессы в кроветворной ткани в значительной
мере обеспечиваются стволовыми кроветворными
клетками и клеточными элементами, составляю-
щими гемопоэзиндуцирующее микроокружение.
Доступным источником стволовых гемопоэти-
ческих клеток (ГСК) является кордовая (пуповин-
ная) кровь (КК), содержащая стволовые и комми-
тированные кроветворные клетки [1, 2, 4, 6, 7, 25,
27]. В КК, кроме ГСК, обладающих высокой
пластичностью и плюрипотентностью, выявлено
наличие мультипотентных мезенхимальных ство-
ловых клеток, эндотелиальных прогениторных
клеток, которые могут рассматриваться в качест-
ве элементов гемопоэзиндуцирующего микроокру-
жения [16, 17]. Таким образом, в КК показано со-
держание различных клеточных популяций, каждая
из которых по отдельности или вместе может вно-
сить вклад в терапевтический эффект, оказывае-
мый препаратами КК. В этой связи аллогенные и
аутологичные введения ГСК КК являются обще-
принятым методом лечения многих онкологичес-
ких и незлокачественных заболеваний системы
крови [4, 16, 19], коррекции иммуно- и гемодепрес-
сивных состояний различного генеза [7, 11, 23, 25, 31].
В состав препарата КК, используемого в наших
исследованиях, входит суспензия криоконсервиро-
ванных ядросодержащих (CD45+) клеток (кЯСК),
and Experimental Therapy of Research Institute of
Pharmacology and Regenerative Medicine of Tomsk
Scientific Center of the Siberian Branch of the Russian
Academy of Medical Sciences (Tomsk, Russia) [9].
The scholars introduced cytotoxic drugs with different
mechanism of action and revealed in various models
of myelodepression that the developed hypoplasia of
hematopoietic tissue and hematopoietic recovery is
largely determined by the hematopoiesis disregulation
nature, besides a direct suppressive effect of toxic
agents on hemopoietic cells. Reparation of hemato-
poietic tissues is largely provided by hemopoietic stem
cells and the ones of hemopoiesis-inducing microenvi-
ronment.
Umbilical cord blood (CB), containing stem and
committed hemopoietic cells is available source of
hematopoietic stem cells (HSCs) [1, 2, 5, 11, 12, 30,
32]. Besides HSCs possessing a high plasticity and
pluripotency, the CB contains  multipotent mesenchy-
mal stem cells, endothelial progenitor cells, which could
be considered as the elements of hemopoiesis-inducing
microenvironment [20, 22]. In other words, CB con-
tains different cell populations, every one of which
either alone and/or together may contribute to the
therapeutic effect of CB products. Therefore, alloge-
neic and autologous introductions of CB HSCs are
considered as a common treatment for many cancer
and nonmalignant diseases of the blood system [20,
24, 32], correction of immuno- and hemodepressive
states of various origin [10, 12, 15, 27, 30].
CB preparation used in our studies includes the
suspension of cryopreserved nucleated (CD45+) cells
(cNCs) suspended in autologous plasma [1, 2, 16].
Nucleated cells (NCs) of CB are presented with cell
populations of different composition and differentiation
degree, including the HSCs (CD34+) and cell popula-
tions comprising hemopoiesis-inducing microenviron-
ments. The above mentioned facts enable to consider
the cryopreserved cell suspension of CB as a complex
medical product of polyvalent spectrum. It should be
noted that the plasma of CB (as a unique biologically
active substance), which contains NCs of CB cryopre-
served preparation, is of specific interest to the scho-
lars. It contains more than 60 specific placental
proteins, being the cytokines, interleukins, enzymes,
adaptogens, growth factors, immunoregulatory agents.
In addition, CB plasma contains a variety of peptides,
hormones, vitamins, microelements [11, 12].
All of the above mentioned properties of suspension
of CB NCs suspended in autologous plasma allow to
assume a high clinical efficiency of cryopreserved cell
preparations based on cord blood in terms of hemato-
poiesis recovery under extreme cytotoxicant effects
and reduction of their damaging effect on healthy
proliferating cells in bone marrow.
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взвешенная в аутологичной плазме [1, 2, 12].
Ядросодержащие клетки (ЯСК) КК представлены
различными по составу и степени дифференцировки
клеточными популяциями, среди которых опреде-
лены ГСК (CD34+) и популяции клеток, входящих
в состав гемопоэзиндуцирующего микроокруже-
ния. Вышеуказанные факты дают право считать,
что криоконсервированная клеточная суспензия КК
может применяться как комплексный препарат
поливалентного спектра действия. Следует отме-
тить, что плазма КК (как уникальная биологически
активная субстанция), в которой взвешены ЯСК
криоконсервированного препарата КК, представ-
ляет особый интерес для исследователей. Она
содержит более 60 специфических плацентарных
белков, которые играют роль цитокинов, интерлей-
кинов, ферментов, адаптогенов, факторов роста,
иммунорегуляторных агентов. Кроме этого, в плаз-
ме КК содержится целый ряд пептидов, гормонов,
витаминов, микроэлементов [6, 7].
Все вышеперечисленные свойства суспензии
ЯСК КК, взвешенной в аутологичной плазме,
позволяют сделать предположение о высокой
клинической эффективности криоконсервирован-
ных клеточных препаратов на основе кордовой
крови для нормализации кроветворения при экстре-
мальных условиях воздействия цитотоксикантов
и снижения их повреждающего действия на здоро-
вые пролиферирующие клетки костного мозга.
Целью данной работы является изучение влия-
ния криоконсервированного клеточного препарата
кордовой крови на процессы костномозгового
кроветворения при фторурациловой миелодепрес-
сии.
Материалы и методы
Эксперименты были выполнены в осенне-
зимний период на мышах линии СВА массой 18–
20 г. Животные содержались в стандартных
условиях вивария ИПКиК НАН Украины (Харьков)
при естественном световом режиме на стандарт-
ной диете, свободном доступе к воде и пище. Ис-
следования проводили в соответствии с «Общими
принципами экспериментов на животных», одоб-
ренными V Национальным конгрессом по биоэтике
(Киев, 2013) и согласованными с положениями
«Европейской конвенции о защите позвоночных
животных, используемых для экспериментальных
и других научных целей» (Страсбург, 1985).
Экспериментальное моделирование миелодеп-
рессии у мышей проводили с помощью однократ-
ного внутрибрюшинного введения препарата 5-ФУ
(«ЕBEWE», Австрия) в максимально переносимой
дозе 228 мг/кг [5]. Фторурацил относится к группе
антиметаболитов, является аналогом пиримидино-
The research aim was to study the effect of cryo-
preserved cord blood cell preparation on bone marrow
hematopoiesis at fluorouracil myelodepression.
Materials and methods
The experiments were performed within autumn-
winter period in CBA mice of 18–20 g. The animals
were kept in the vivarium of IPC&C of the National
Academy of Sciences of Ukraine under standard
conditions of natural light and standard diet with water
and food ad libitum. The experiments in animals were
performed in compliance with the ‘General Principles
of Experiments in Animals’ approved by the 5th
National Congress in Bioethics (Kiev, 2013) and agreed
with the statements of the ‘European Convention for
the Protection of Vertebrate Animals Used for Expe-
rimental and Other Scientific Purposes’ (Strasbourg,
1985).
Experimental myelodepression in mice was si-
mulated using a single intraperitoneal injection of
5-FU (EBEWE, Austria) in maximum tolerated dose
of 228 mg/kg [9]. Fluorouracil is referred to the
group of antimetabolites, is an analogue of pyrimidine
components of nucleic acids and has a strong toxic
effect. The drug is prescribed to treat the patients with
malignant tumors, it is widely applied in protocols of
multiagent chemotherapy for various forms of cancers.
Parameters of toxicity of fluorouracil are almost
identical at different ways of administration. He-
matopoiesis inhibition and digestion disorders are the
limiting toxicity [28].
The animals were divided into the following groups
(6 mice each): control (C), experimental (E), and intact
(background). Control group of animals was treated
only with 5-FU. Mice of the experimental group were
treated with a single injection of 5-FU and after 3–
4 hrs were intravenously injected with 0.2 ml cNCs of
human CB (HCB) (Interdepartmental Scientific Center
of Cryobiology and Cryomedicine of the National Aca-
demy of Sciences of Ukraine, Academy of Medical
Sciences and Ministry of Health Care of Ukraine,
Kharkov) in a dose of 5×108 viable cNCs/kg [1, 2, 11,
27, 32]. NCs were sedimented from the whole CB in
a solution of dextran with 60,000 ± 10,000 molecular
weight, cryopreserved by the program developed at
the Institute for Problems of Cryobiology and Cryo-
medicine of the National Academy of Sciences of
Ukraine and stored in a low temperature bank of the
Institute at –196°C [1, 2]. CB cNCs were thawed in a
water bath (37°C) for 40 seconds. Intact mice were
injected only with physiological solution in an equivalent
volume (0.2 ml). All the studied indices in the group of
intact animals were not significantly changed through
whole experimental term, therefore the data were
averaged over the observation time for the material
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вых компонентов нуклеиновых кислот и обладает
сильным токсичным эффектом. Препарат 5-ФУ
назначают для лечения больных злокачествен-
ными опухолями, его широко включают в схемы
полихимиотерапии различных форм опухолей.
Показатели токсичности при разных путях введе-
ния фторурацила практически одинаковы. Лимити-
рующей токсичностью являются угнетение гемо-
поэза и нарушения со стороны пищеварения [21].
Животных разделили на следующие группы по
6 в каждой: контрольную, опытную и интактную
(фон). Группе контрольных животных вводили
только 5-ФУ. Мышам опытной группы через 3–4 ч
после однократной инъекции 5-ФУ внутривенно
вводили 0,2 мл кЯСК кордовой крови человека
(ККЧ) (ГП «МНЦ КиК НАН, АМН и МОЗ
Украины», Харьков) в дозе 5×108 жизнеспособных
кЯСК/кг [1, 2, 4, 6, 23]. Клетки выделяли из цельной
КК методом седиментации в растворе декстрана
с м. м. 60000 ± 10000, криоконсервировали по раз-
работанной в ИПКиК НАН Украины программе и
хранили в низкотемпературном банке института
при температуре –196°С [1, 2]. Размораживали
кЯСК ККЧ на водяной бане (37°С) в течение 40 с.
Интактным мышам (фон) вводили только физиоло-
гический раствор в эквивалентном объеме (0,2 мл).
Все исследуемые показатели в группе интактных
животных значимо не изменялись в зависимости
от времени проведения эксперимента и были ус-
реднены по всему сроку наблюдения для простоты
восприятия материала. Животных выводили из
эксперимента на 2, 5, 9, 12 и 16-е сутки путем
декапитации.
Исследования ЯСК (CD45+) кордовой крови, в
том числе и гемопоэтических (CD34+), до и после
криоконсервирования были проведены методом
проточной цитофлуориметрии на проточном цито-
метре «FACS Calibur» («Becton Dickinson», США)
с использованием реагентов «Becton Dickinson» по
международному протоколу ISHAGE (International
Society for Hematotherapy and Graft Engineering) [2].
Для оценки жизнеспособности ЯСК до и после
криоконсервирования применяли флуоресцентный
ДНК-краситель 7AAD («Becton Dickinson») [1, 2,
23]. Все используемые в работе криоконсервиро-
ванные препараты КК содержали (7,5–8,0)×108
ЯСК (CD45+), из которых (0,18–0,26)% составляла
фракция CD34+-клеток с жизнеспособностью
(78,4–87,1)%.
Костный мозг вымывали из бедренных костей
средой 199 общепринятым способом. Общее коли-
чество миелокариоцитов в костном мозге (КМ) и
лейкоцитов в периферической крови (ПК) живот-
ных определяли в камере Горяева общепринятым
методом, используя объектив ×40 и окуляр ×7.
perception simplicity. The animals were sacrificed by
decapitation to the 2nd, 5th, 9th, 12th and 16th days.
Studies of NCs (CD45+) of cord blood, including
hematopoietic cells (CD34+), prior to and after cryopre-
servation were performed by flow cytometry with flow
cytometer FACS Calibur (Becton Dickinson, USA)
using Becton Dickinson reagents according to the
protocols of ISHAGE (International Society for Hema-
totherapy and Graft Engineering) [1]. In order to assess
the viability of NCs prior to and after cryopreservation
the fluorescent DNA dye 7AAD (Becton Dickinson)
was used [1, 2, 27]. All the used CB cryopreserved
preparations contained (7.5–8.0)×108 of NCs (CD45+),
among those CD34+ cells fraction made 0.18–0.26%
and had 78.4–87.1% viability.
Bone marrow was washed-out of femurs with
medium 199 by a standard method. Total number of
myelokaryocytes in bone marrow (BM) and leukocytes
in peripheral blood (PB) of animals was counted in a
Goryaev's chamber, using ×40 objective and  ×7 ocular.
Myelogramms and hemograms were analysed in
smears stained with azure II-eosin. The smears were
microscoped with immersion lens. Calculating the cells
included only neutrophilic granulocytes, lymphoid and
erythroid cells. Monocytes, megalokaryocytes and
other cells made not more than 5%, and therefore had
not been presented in the results.
The data were statistically processed by ANOVA
using Excel software (Microsoft, USA). The data were
presented as M ± m. Differences between the groups
were considered as statistically significant at p < 0.05.
Results and discussion
Blood system plays a decisive role in formation of
non-specific and specific responses of a body, determi-
nes its resistance and reactivity, including extreme con-
ditions such as poisonous influence of cytotoxicants on
human and animal [9]. Myelodepression and hypoplasia
of hematopoietic tissue are the main pathologic syndro-
mes occurring under conditions of cytotoxicant effect.
A single administration of 5-FU in maximum tole-
rated dose resulted in significant dyshematopoiesis and
inhibition of hematopoietic lineages in experimental
mice, as evidenced by the analysis of the BM smears,
which clearly revealed aplasia of hematopoietic tissue
preserving only single islets of hematopoiesis. Myeloid
and erythroid lineage cells were the most sensitive to
5-FU and lymphoid lineage cells were less sensitive
(Table 1). Introduction of fluoropyrimidine anti-
metabolite led to a statistically significant reduction in
the number of neutrophilic granulocytes (NGs) and
erythrokaryocytes (EKs) to the 1–12th days of the
experiment, and to the 2–5th days there was revealed
the lowest content of all the studied forms of myelo-
karyocytes, until the complete disappearance of EKs
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Анализ миелограмм и гемограмм изучали на
мазках, окрашенных азур-ІІ-эозином. Приготов-
ленные указанным способом мазки микроскопи-
ровали с иммерсионным объективом. При подсче-
те клеток учитывались только нейтрофильные
гранулоциты, лимфоидные и эритроидные клетки.
Моноциты, мегакариоциты и другие клетки
составляли не более 5% и поэтому не были пред-
ставлены в таблице.
Для статистической обработки данных исполь-
зовали однофакторный дисперсионный анализ
(ANOVA) на компьютерной программе «Exсel»
(«Microsoft», США). Данные представляли как
M ± m. Расхождения между группами считали
статистически значимыми при p < 0,05.
Результаты и обсуждение
Системе крови принадлежит решающая роль в
формировании неспецифических и специфических
реакций организма, в определении его резистент-
ности и реактивности, в том числе и в условиях
экстремальных воздействий, к которым можно
отнести и губительное для организма человека и
животных влияние цитотоксикантов [5]. Основны-
ми патологическими синдромами, возникающими
в условиях действия цитотоксикантов, являются
миелодепрессия и гипоплазия кроветворной ткани.
Однократное введение 5-ФУ в максимально
переносимой дозе приводило к значительным нару-
шениям кроветворения и угнетению всех ростков
кроветворения у экспериментальных мышей, о чем
свидетельствовал анализ мазков КМ, на которых
отчетливо выявлялась аплазия гемопоэтической
ткани с сохранением лишь единичных островков
кроветворения. Наиболее чувствительны к действию
5-ФУ оказались клетки миелоидного и эритроид-
ного ростков, менее чувствительны – лимфоидного
ростка (табл.1). Введение фторпиримидинового
антиметаболита приводило к статистически значи-
мому уменьшению количества нейтрофильных
гранулоцитов (НГ) и эритрокариоцитов (ЭК) на 1–
12-е сутки эксперимента, причем на 2–5-е сутки
отмечалось наименьшее содержание всех изучае-
мых форм миелокариоцитов, вплоть до полного
исчезновения на препаратах костного мозга ЭК и
НГ. Вслед за периодом депрессии наблюдалось
постепенное увеличение количества НГ и ЭК в КМ
животных. На 9-е сутки в КМ нами отмечены
первые признаки восстановительных процессов
гемопоэза: незначительное повышение общего ко-
личества миелокариоцитов, появление НГ и ЭК,
хотя их количество было в среднем в 10 раз мень-
ше по сравнению с интактными животными (фон).
Регенерационные процессы в КМ контрольных
животных более интенсивно протекали с 12-х суток
and NGs in bone marrow smears. Depression period
was followed by a gradual increase in the number of
NGs and EKs in animal bone marrow. To the 9th day
we noted in BM the first signs of hematopoiesis reco-
very: there was a slight increase in total number of
myelokaryocytes, NGs and EKs appeared, although
their number was 10 times in average less if compared
with the intact animals (background). Regenerative
processes in BM of control animals occured more
intensively from the 12th day of the experiment, and
were almost completed by the 16th day for NGs, while
the number of erythroid cells by this time was restored
only by 62.5% of the intact animals values. There
should be noted a statistically significant (up to 97%
of the total myelokaryocytes number) increase in the
relative number of lymphoid elements which occured
on the background of quite complete absence of
erythroid cells and neutrophils in the BM smears to
the 5th observation day. The gradual reparation of cells
of granulocytic and erythroid series began with the 9th
day and finished with a full recovery for neutrophils,
whereas erythroid hematopoiesis lineage did not
achieve the baseline values to the 16th observation day.
Number of lymphoid elements were not significantly
differed from the baseline values to the 12th day after
fluorouracil administration.
The results of the experiments revealed a pro-
nounced stimulatory effect of cryopreserved cord blood
NCs on recovery of bone marrow hematopoiesis,
inhibited by 5-FU administration (Table 1). In particular,
NGs (immature and mature forms) were observed to
the 5th day in hemograms of BM, and to the 9th day
their number exceeded the control values almost 7 and
9 times, respectively. From the 5th to the 16th days the
total number of myelokaryocytes in BM significantly
(compared to the control) increased. The recovery
dynamics of 5-FU inhibited erythroid lineage of
hematopoiesis observed under effect of HCB cNCs
was the most significant. For example, to the 12th day
of the experiment the number of EKs in murine BM
after the toxic effect of 5-FU was (0.99 ± 0.12)×106/
thigh and after administration of cryopreserved cell
preparation of CB this index increased up to (4.30 ±
0.72)×106/thigh, that was significantly higher even in
comparison with the values of intact animals.
As the Table 1 show, the myeloid and erythroid
lineages of bone marrow hematopoiesis were the most
sensitive to fluoropyrimidines antimetabolite effect that
should affect the cellular composition of peripheral
blood. As we have previously shown [11], the PB of
experimental animals represented a sharp decrease in
the number of reticulocytes and erythrocytes up to the
9th day of observation.
This study established that 5-fluorouracil cytostatic
led to a pronounced leukopenia of peripheral blood of
364 проблемы криобиологии и криомедицины
problems of cryobiology and cryomedicine
том/volume 25, №/issue 4, 2015
икорС
,йинаводелсси
иктус
,mretnoitavresbO
syad
еещбО
овтсечилок
вотицоираколеим
forebmunlatoT
setycoyrakoleym
ГНеылерзеН
erutam-noN
GN
ГНеылерЗ
GNerutaM
еындиофмиЛ
иктелк
diohpmyL
sllec
еындиортирЭ
иктелк
sllecdiorhtyrE
ноФ
dnuorgkcaB 95,0±57,21 15,0±46,2 25,0±07,3 56,0±20,3 45,0±27,2
2
ьлортноK
lortnoC *54,0±31,2
*0 *0
90,0±20,2
*0
тыпО
.mirepxE *54,0±05,2 10,0±74,2
5
ьлортноK
lortnoC *25,0±30,2 *0 *0 *20,0±79,1
*0
тыпО
.mirepxE "*65,0±76,3 "*80,0±45,0 "*30,0±65,0 "80,0±05,2
9
ьлортноK
lortnoC *68,0±04,3 *60,0±91,0 *11,0±61,0 *50,0±53,2 *11,0±83,0
тыпО
.mirepxE "*10,1±24,6 "*41,0±62,1 "*42,0±05,1 23,0±87,2 "*51,0±17,0
21
ьлортноK
lortnoC *20,1±05,8 *72,0±05,1 *91,0±81,2 72,0±94,3 *21,0±99,0
тыпО
.mirepxE "*79,0±05,41 "74,0±91,3 "49,0±84,3 04,0±00,3 "*27,0±03,4
61
ьлортноK
lortnoC *27,0±66,01 52,0±76,2 35,0±90,3 13,0±18,2 *92,0±07,1
тыпО
.mirepxE "98,0±00,31 72,0±15,2 46,0±99,3 46,0±09,2 "04,0±21,3
эксперимента и практи-
чески завершались к 16-м
суткам для НГ, тогда как
восстановление количест-
ва эритроидных клеток к
этому времени составля-
ло всего 62,5% от значе-
ний интактных животных.
Следует отметить ста-
тистически значимое (до
97% от общего количест-
ва миелокариоцитов) уве-
личение относительного
числа лимфоидных эле-
ментов на фоне практи-
чески полного отсутствия
эритроидных клеток и
нейтрофильных грануло-
цитов в мазках КМ на
5-е сутки наблюдения.
Постепенная репарация
клеток гранулоцитарного
и эритроидного рядов
начиналась с 9-х суток и
завершалась полным
восстановлением для
нейтрофильных грануло-
цитов, тогда как эрит-
роидный росток крове-
творения не достигал фо-
новых значений и к 16-м
суткам наблюдения. Ко-
личество лимфоидных
элементов значимо не
Таблица 1. Показатели костномозгового кроветворения у мышей линии СВА,
которым вводили кЯСК ККЧ после 5-ФУ (×106/бедро)
Table 1. Indices of bone marrow hematopoiesis in CBA mice administrated with HCB
cNCs after 5-FU (×106/thigh)
Примечание: *, " – различия статистически значимы по сравнению с интактными (фон) и
контрольными мышами соответственно, p < 0,05.
Note: *, " – differences are statistically significant if compared to intact (background) and control
mice, respectively, p < 0.05.
the control animals up to the 16th day of observation
(Table 2).
The PB hemogram analysis showed that up to the
9th day of observation neutrophilic leukocytes were
almost absent in the blood of animals of control group
and the relative number of lymphocytes significantly
increased. Introduction of HCB cNCs (Table 2)
accelerated the recovery of leukocytes number in PB,
which was manifested in statistically significant diffe-
rences of the studied indices in the control and expe-
rimental groups to the 9th day. In PB of control animals
even to the 16th day of observation the leukocyte
number was not fully recovered, while after the intro-
duction of CB cell preparation this index was norma-
lized to the 9th day. A similar effect of HCB cNCs
application has been previously shown [15], i.e. intro-
duction of cell preparations resulted in an accelerated
recovery of an absolute number of PB erythrocytes
upto the baseline values by the 9th day, whereas after
5-FU administration, this index recovered only to the
16th day of observation.
отличалось от фоновых значений уже на 12-е сутки
после введения фторурацила.
Результаты проведенных экспериментов позво-
лили выявить выраженное стимулирующее дейст-
вие криоконсервированных ЯСК кордовой крови на
процессы восстановления костномозгового крове-
творения, угнетенного введением 5-ФУ (табл. 1).
Так, уже на 5-е сутки на гемограммах КМ обна-
руживались НГ (незрелые и зрелые формы), а на
9-е сутки их количество превышало контрольные
значения практически в 7 и 9 раз соответственно.
С 5-х по 16-е сутки значимо (в сравнении с конт-
ролем) возрастало и общее количество миелока-
риоцитов в КМ. Наиболее показательна динамика
восстановления угнетенного 5-ФУ эритроидного
ростка кроветворения под влиянием кЯСК ККЧ.
Так, на 12-е сутки эксперимента количество ЭК в КМ
мышей после токсичного действия 5-ФУ составляло
(0,99 ± 0,12)×106/бедро, а после введения криокон-
сервированного клеточного препарата КК данный
показатель увеличивался до (4,30 ± 0,72)×106/бедро,
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что значимо выше даже по
сравнению со значениями
интактных животных.
Как видно из данных
табл. 1, миелоидный и эрит-
роидный ростки костно-
мозгового кроветворения
были наиболее чувстви-
тельны к действию фторпи-
римидинового антиме-
таболита, что не могло не
повлиять на клеточный
состав периферической
крови. Как было показано
нами ранее [11], в ПК
экспериментальных жи-
Таблица 2. Динамика восстановления количества лейкоцитов в ПК мышей линии
СВА после введения 5-ФУ и кЯСК ККЧ
Table 2. Recovery dynamics of leukocytes number in PB of CBA mice
 after administration of 5-FU and HCB cNCs
Примечание: * – различия статистически значимы по сравнению с интактными живот-
ными, p < 0,05.
Note: * – differences are statistically significant if compared with the intact animals (p < 0.05)
Experimental and clinical application of novel hema-
topoiesis-stimulating and immunemodulatory products,
including HCB cNCs is of great importance for medi-
cine and biology. These substances allow to develop
the ways of a targeted regulation of immune processes,
that is necessary for treatment and prevention of vario-
us diseases, including hemodepressive and immunode-
ficiency states, affect the physiological and adaptive
capacity of a body and maintain its homeostasis.
Over the past 50 years, approaches in treatment of
secondary immunodeficiency states, including abnor-
mal hematopoiesis, have been undergone significant
changes: from transfusions of leukoconcentrate and
erythrocytes of adult donors to the clinical applications
of cryopreserved cell preparations of HCB [23, 24,
27, 30, 32].
A large number of experimental studies testifies to
the importance of studying the properties of HCB
cNCs. Scholars achieved good results in application
of HCB preparations in the treatment of various hema-
tologic, endocrine, cardiovascular pathologies, central
nervous system diseases, and the ones of unknown
origin [8, 10, 13, 21, 27, 32] as well, that confirmed the
polyvalence of these biologically active preparations
due to their composition and broad spectrum of activity.
The way of treatment with HCB cNCs is also of inte-
rest. Previous studies have shown that intravenous infu-
sion was the generally accepted method of HCB admi-
nistration, used in our research as well [15, 27, 32].
N. Ende [8] demonstrated that after an intravenous
administration the CB cells migrated into different
organs, mainly to spleen. In addition, the cells were
observed 10–12 weeks later the transplantation in
degradation loci of cerebrum motoneurons and expres-
sed neuronal markers. T. Murohara [21] showed ex-
perimentally that intramuscular injections of CD34+ CB
cells resulted not only in an increase of arterioles
number in ischemic focus, but stimulated the regene-
ration of skeletal muscles too.
вотных наблюдалось резкое уменьшение количест-
ва ретикулоцитов и эритроцитов вплоть до 9-х
суток наблюдения.
В данной работе установлено, что цитостатик
5-ФУ приводит и к выраженной лейкопении пери-
ферической крови контрольных животных вплоть
до 16-х суток наблюдения (табл. 2).
Анализ гемограмм ПК показал, что вплоть до
9-х суток наблюдения в крови животных контроль-
ной группы практически исчезли нейтрофильные
лейкоциты и статистически значимо увеличилось
относительное количество лимфоцитов. Введение
кЯСК ККЧ (табл. 2) ускорило процесс восстанов-
ления количества лейкоцитов в ПК, что на 9-е
сутки проявлялось статистически значимыми раз-
личиями исследуемых показателей в группах
контроля и опыта. В ПК животных контрольной
группы даже к 16-м суткам наблюдения количество
лейкоцитов полностью не восстановилось, тогда
как после введения клеточного препарата КК этот
показатель нормализовался на 9-е сутки. Подоб-
ный эффект от применения кЯСК ККЧ был показан
нами ранее [11]: после введения клеточного препа-
рата было отмечено ускорение восстановления
абсолютного количества эритроцитов ПК до фоно-
вых значений уже на 9-е сутки, тогда как после
введения 5-ФУ данный показатель восстанав-
ливался только к 16-м суткам наблюдения.
Экспериментальное и клиническое применение
новых гемопоэзстимулирующих и иммуномоду-
лирующих препаратов, в том числе и кЯСК ККЧ,
имеет большое значение для медицины и биологии.
Эти вещества позволяют разрабатывать пути на-
правленной регуляции иммунных процессов, что
необходимо для лечения и профилактики различ-
ных заболеваний, в том числе гемодепрессивных
и иммунодефицитных состояний, влияют на физио-
логические адаптационные возможности организ-
ма и поддержание его гомеостаза.
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За последние 50 лет подходы к терапии вторич-
ных иммунодефицитных состояний, к которым
относят и патологию кроветворения, претерпели
значительные изменения: от трансфузии лейкокон-
центрата и эритроцитарной массы взрослых доно-
ров и до применения в клинической практике
криоконсервированных клеточных препаратов ККЧ
[4, 18, 19, 23, 25].
Об актуальности изучения свойств кЯСК ККЧ
свидетельствует большое количество эксперимен-
тальных работ. Ученым удалось получить хорошие
результаты применения препаратов ККЧ в лечении
различных гематологических, эндокринных, сер-
дечно-сосудистых патологий, заболеваний ЦНС,
а также заболеваний неясного генеза [4, 23, 30–
33], что подтверждает поливалентность этих
биологически активных препаратов за счет много-
компонентности их состава и широкого спектра
действия. Вызывает интерес и способ введения
кЯСК ККЧ. Как показали ранее проведенные
исследования, общепринятым способом введения
ККЧ, который был использован и в нашей работе,
является ее внутривенная инфузия [4, 11, 23].
В работе N. Ende [30] показано, что после внутри-
венного введения клетки КК мигрируют в разные
органы, преимущественно – в селезенку. Также
клетки были обнаружены через 10–12 недель после
трансплантации в локусах деградации мотонейро-
нов головного мозга и экспрессировали нейрональ-
ные маркеры. В эксперименте T. Murohara [33]
показано, что внутримышечные инъекции CD34+
клеток КК приводят не только к увеличению числа
артериол в очаге ишемии, но и стимулируют реге-
нерацию скелетной мышцы.
Известно много работ, подтверждающих поли-
функциональность лечебного действия клеточных
препаратов КК [4, 25], что очень важно для купиро-
вания последствий химиотерапии. Широкий спектр
терапевтического действия криоконсервирован-
ного клеточного препарата ККЧ описан во многих
исследованиях [11–14, 22, 25]. Нами показано, что
кЯСК КК способны воздействовать не только на
определенные звенья систем гемо- и иммунопоэза,
но и охватывать все функциональные системы
организма, включая и нейроэндокринную, о роли
которой в контроле гемопоэза при цитостатической
миелодепрессии можно судить по имеющимся в
литературе данным [11–14, 22, 25].
На основании приведенных литературных дан-
ных можно сделать вывод о высокой пластичности
и дифференцировочном потенциале различных
популяций стволовых и прогениторных клеток ККЧ
в контексте перспективности их дальнейшего
клинического применения. Таким образом, научно
обоснована поливалентность препаратов ККЧ [4,
13, 22, 23, 25], однако механизмы действия клеток,
There are many studies, confirming the polyfunc-
tionality of therapeutic effect of CB cell products [30,
32], that is very important for the relief of chemo-
therapy effects. A wide range of therapeutic action of
cryo-preserved cell preparation of HCB was described
in many studies [15–18, 26, 30]. We have shown that
HCB cNCs were able to affect not only specific
elements of hemo- and immunopoiesis systems, but
to cover all functional systems of a body, including
neuroendocrine one, the role of which in the control
of hematopoiesis in cytostatic myelodepression can
be judged from the available publications [15–18, 26, 30].
Based on the publication data we can conclude
about a high plasticity and differentiation potential of
different populations of stem and progenitor cells of
HCB in view of the prospects for their further clinical
application. Thus, polyvalence of HCB preparations
was clearly substantiated [17, 26, 27, 30, 32], however,
the mechanisms of cell effect, as well as the effective
ways of administration require further study. Moreover,
it is important to determine the correlation between
effectiveness of cryopreserved cell preparations, the
age of experimental animals and pathology depth.
Pharmacokinetic parameters of HCB cNCs are ob-
viously determined by the combined action of each of
its components (different populations of CB nucleated
cells, biologically active substances of plasma) and
demand a complete detailed analysis (if such is possible
due to mutual potentiating effects in multipotent
complex preparation).
We expect that our further scientific studies will
enable to approach the understanding of the mecha-
nisms of general adaptation syndrome development  in
response to cytotoxic agents and to develop a novel
methodological approaches to prevent and treat the
secondary immunodeficient states associated with
myelodepression and aplastic state of hematopoiesis.
Our studies of dynamics of bone marrow hemato-
poiesis recovery and an absolute number of peripheral
blood leukocytes have confirmed the expediency for
applying cryopreserved nucleated cell suspension of
human cord blood to stimulate the regeneration in bone
marrow suppressed with fluoropyrimidine cytostatic
(5-FU).
Conclusions
1. Hematopoiesis changes in CBA mice after expo-
sure to cytotoxicants of fluoropyrimidine series (5-FU)
were especially evident to the 2nd–12th days of observation.
2. Introduction of 5-FU to mice in the maximum
tolerated dose resulted in pronounced myelodepression
and inhibited reparation of hematopoietic tissue and
some of its lineages.
3. Cells of myeloid and erythroid hematopoietic li-
neages were the most sensitive to 5-FU, cells of lym-
phoid lineage were less sensitive.
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как и оптимальные способы их введения требуют
дальнейшего исследования. Кроме того, важно
определить корреляционные зависимости эффек-
тивности действия криоконсервированных клеточ-
ных препаратов от возраста экспериментальных
животных и выраженности патологических процес-
сов. Очевидно, фармакокинетические параметры
кЯСК КК определяются совокупным действием
каждого из ее компонентов (различные популяции
ядерных клеток КК, биологически активные ве-
щества плазмы) и требуют глубокого детального
анализа (если таковой возможен по причине взаи-
мопотенцирующих эффектов в мультипотентном
комплексном препарате).
Возможно, наши дальнейшие научные исследо-
вания позволят приблизиться к пониманию меха-
низмов развития общего адаптационного синдрома
в ответ на введение цитостатиков и разработать
новые методические подходы в профилактике и
лечении вторичных иммунодефицитных состояний,
связанных с миелодепрессией и апластическим
состоянием гемопоэза.
Проведенные нами исследования динамики вос-
становления костномозгового кроветворения и
абсолютного количества лейкоцитов периферичес-
кой крови подтвердили целесообразность примене-
ния криоконсервированной ядросодержащей
клеточной суспензии кордовой крови человека для
стимуляции восстановительных процессов в кост-
ном мозге, подавленных цитостатиком фторпири-
мидинового ряда 5-ФУ.
Выводы
1. После воздействия лекарственных цитоток-
сикантов фторпиримидинового ряда (5-ФУ) у
мышей линии СВА изменения со стороны крове-
творения особенно наглядно проявлялись на 2–12-е
сутки наблюдения.
2. Введение 5-ФУ мышам в максимально пере-
носимой дозе приводило к выраженной миелоде-
прессии и торможению процессов репарации крове-
творной ткани и ее отдельных ростков.
3. Наиболее чувствительны к действию 5-ФУ
оказались клетки миелоидного и эритроидного
ростков кроветворения, менее чувствительны –
клетки лимфоидного ростка.
4. Применение клеточного препарата кордовой
крови, представляющего собой криоконсервиро-
ванные ядросодержащие клетки кордовой крови в
аутоплазме, явилось эффективным способом,
позволившим добиться в более короткие сроки
(к 12-м суткам) восстановления костномозгового
кроветворения и полного купирования токсической
лейкопении на 9-е сутки эксперимента.
4. The use of cord blood cell preparation, being a
cryopreserved nucleated cells of cord blood in auto-
plasma, was an effective way of treatment, allowed
to achieve recovery of bone marrow hematopoiesis
in a short period of time (to the 12th day), and a
complete reduction of toxic leukopenia to the 9th day
of the experiment.
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